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方法： 1.构建荧光素酶报告基因 pMIR-REPORT-SCN5A-3'UTR-T 或
pMIR-REPORT-SCN5A-3'UTR-C，再将报告基因和 miR-192-5p 或阴性对照








结果： 1. DNA 测序证实重组基因 pMIR-REPORT-SCN5A-3'UTR-T，
pMIR-REPORT-SCN5A-3'UTR-C和 PHL-hH1-SCN5A-3'-UTR构建成功。
2. 与无义 miRNA 相比，转染 miR-192-5p 后可使荧光素酶报告重组子




4. 实时定量 PCR 结果分析：通过在 SW620 细胞中转染 miR-192-5p 以及
















5. Western blot 实验结果分析：通过在 SW620 细胞中转染 miR-192-5p 以及
NC-miR，并从转染过的 SW620细胞中提取蛋白。 结果表明，miR-192-5p能
够调控 Nav1.5蛋白的表达水平，与无义 miRNA相比，Nav1.5的水平显著降低
了 66％（P = 0.0023）
结论：1. 我们证明了 SCN5A的 3'-UTR中含有的靶结合位点 miR-192-5p，且
能够下调 SCN5A的表达。
2.miR-192-5p能够影响钠电流，使电流密度降低。
3. miR-192-5p能够降低 SCN5A的 mRNA水平。
4.miR-192-5p能够显著减少 SCN5A编码的钠通道蛋白 Nav1.5的表达。这些
结果都表明 miR-192-5p在 Nav1.5的转录后调控起着重要作用，为由 SCN5A
基因引起的心律失常疾病提供了新的靶点。
















To explore whether the 3’-UTR of SCN5A contains a target binding site for
miR-192-5p ，we carry on the experiment of dual luciferase reporter .And explore
the effects of miR-192-5p on transcription and expression of the SCN5A . We find
the role of miR-192-5p in the SCN5A in order to provide new ideas of pathogenesis
and the prevention of these diseases .
Methods
1.Constructed the reporter gene pMIR-REPORT-SCN5A-3’UTR-T or
pMIR-REPORT-SCN5A-3’UTR-C ,transfected reporter gene and miR-192-5p
mimics or negative control NC-miRNA mimics, along with pRL-TK
vector .Luciferase assays were performed by using the Dual-Glo luciferase assay kit .
2.Constructed the pHL-hH1-SCN5A-3’-UTR to explore how miR-192-5p regulate
transcription and expression of SCN5A.
3.Detectded the different levels of the sodium currents of SCN5A when miR-192-5p
and NC-miR transfected in HEK293 cell by the whole-cell patch-clamp recording。
4.Detectded the different levels of mRNA of SCN5A when miR-192-5p and NC-miR
transfected in SW620 cell by RT-PCR and Western blot;
5.Detectded the different expression of protein of SCN5A when miR-192-5p and
NC-miR transfected in SW620 cell by Western blot
Result
1.DNA sequencing results confirmed that Reporter gene
pMIR-REPORT-SCN5A-3’UTR-T 、 pMIR-REPORT-SCN5A-3’UTR-C and
pHL-hH1-SCN5A-3’-UTR are successfully constructed.
2.Compared with the NC- miRNA, miR-192-5p can regulates the expression of















3.Whole-cell patch-clamp recording : compared with NC-miR , miR-192-5p mimics
significantly reduced the sodium current density by 40%
4.Real-time quantitative PCR : compared with NC-miR ,miR-192-5p mimics
significantly reduced the level of SCN5A mRNA, although the magnitude of
reduction was only 17% (P = 0.0064)
5.Western blot: compared with NC-miR ,miR-192-5p mimics significantly reduced
the expression level of Nav1.5 protein by 66% compared with the negative control
mimics (P = 0.0023)
Conclusion
Our results in this study for the first time demonstrate that expression of cardiac
sodium channel gene SCN5A and its function can be regulated at the epigenetic,
posttranscriptional level by miRNAs. We have also identified a novel role and
downstream target for miR-192-5p in cardiac physiology. This study provides
important insights into posttranscriptional regulation of cardiac ion channels by
miRNAs and suggests that miR-192-5p may be an attractive target for novel
antiarrhythmia therapies for treating cardiac diseases with reduced SCN5A expression
and decreased INa density as in AF, heart failure, myocardial ischemia, BrS and other
arrhythmias.
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现了第一个 miRNA，并命名为 Lin-4。2000 年，Reinhart 等在研究线虫发育调








的，并证实它的表达具有肌肉特异性 [7, 8]。根据 Saetrom P 等人的报道
microRNA-125在前列腺癌[9]与乳腺癌[10]的发病过程中都发挥了负调控的作用。



















































































































间 S4 发生跨膜移动,在快速失活过程中通道的区域是胞质循环连接的结构域 III
和结构域 IV 而导致通道的开放产生钠电流，通道在 1-2ms之间迅速开放并在大











基因 3’UTR的 SNP（C6995T）与 Brugada综合征相关，通过报告基因检测发























基因检测荧光素酶活性的变化来验证 SCN5A基因 3’UTR存在 miRNA作用的
靶序列；用膜片钳技术检测 miR-192-5p对钠电流的影响；通过Western blot、荧
光定量 PCR等技术研究其对 SCN5A基因 mRNA以及蛋白表达的影响，在研究




















在前期研究中，我们在 Brugada 综合征病人中发现在 SCN5A 基因 3’UTR 中有
一个新的 SNP（C6695T）与 Brugada 综合征相关，通过生物信息学预测发现该 SNP
位点区域与一个 miRNA（miR-192）作用的序列重叠。而研究 miRNA 的报告基因
系统，是验证预测的 miRNA 能否调控靶基因最常用的研究方法之一。为了验证
SCN5A 能被 miR-192-5p 所抑制，在我们第一步研究中，将 SCN5A 基因 3’UTR 序
列克隆入荧光素酶报告基因序列的下游，然后通过分析荧光素酶的活性，来验证
miR-192-5p 能够调控 SCN5A 基因。因此我们成功构建了含有 SCN5A 基因 3’UTR
萤火虫荧光素酶报告基因 pMIR-REPORT 下游，并将其与无义 miRNA/miR-192-5p
共转染进 HCT116 细胞中，运用双荧光素酶报告基因系统来检测两组荧光素酶活





（1）miR-192 以及 NC-RNA 购于广州锐博生物公司 (广东 中国)
（2）含 SCN5A基因 3’UTR 区域的萤火虫荧光素酶报告基因 pMIR-REPORT 、海
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